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Beschreibung 

15 Die .vorliegende Erfindung betrifft Erkennungsmolekule, die 
gegen ein Gen einer katalytischen Untereinheit der humanen 
Telomerase (hTERT) gerichtet sind sowie die Verwendung 
dieser Erkennungsmolekule zur Diagnose, Prophylaxe 7 
Behandlung, Verlauf skontrolle von mit Zellwachstum, 

2 0 -dif f erenzierung und/oder -teilung im Zusaramenhang 

stehenden Krankheiten, wie beispielsweise Tumor- 
erkrankungen . 

Es ist bekannt, dass die Replikation der Enden von 
25 eukaryotischen Chromosomen spezialisierte Zellbestandteile 
erfordert. Die Replikation eines linearen DNA-Stranges 
erfblgt in der Regel in 5 ' -3 ' -Richtung. Durch die 
Entfernung der zum aufieren 3'-Ende der chromosomal en DNA 
komplementaren KNA- Primer, die fiir die Replikations- 

3 0 initiation essentiell sind, bleiben bei jeder 

Replikationsrunde die 5' -Enden neusynthetisierter DNA- 
Strange unvollstandig. Dadurch kommt es zu einer 
f ortsctireitenden Verkurzung der Tocbterstrange bei jeder 
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Replikationsrunde (End-Replikationsproblem) [Levy et al.] . 
Diese Verkurzung an den als Telomere bezeichneten 
Chromo s omenenden ist unter anderem fur die Steuerung der 
Proliferationsf ahigkeit und damit fur die Alterung von 
Zellen verantwortlich [Harley] . Die Struktur dieser 
Telomere ist in zahlreichen lebenden Systemen untersucht. 

Das Ribonukleoenzym Telomerase besitzt in einer Vielzahl 
von Organismen die Aufgabe, die Telomere prolif erierender 
Zellen zu verlangern und zu stabilisieren, womit das End- 
Replikationsproblem nivelliert wird [Greider et all] . Diese 
reverse Transkriptase besteht aus zwei essentiellen 
Untereinheiten : einer RNA - Komp one n t e (hTR) und einer 
katalytischen Untereinheit (hTERT) [Beattie et al.] . 

Ubereinstimmend mit der Beziehung zwischen Telomeren und 
der Telomerase sowie der Prolif erationsf ahigkeit der Zellen 
wurde in immortalisierten Zelllinien sowie "in >85% der 
untersuchten Tumoren eine Telomerase -aktivitat 
nachgewiesen [Kim et al.] . Diese korreliert mit der 
Expression der hTERT-Komponente, wie beim 

Harnblasenkarzinom gezeigt wurde [Ito et al . ] . Weiterhin 
ist -ein Zusammenhang zwischen dem hTERT-Expressionsniveau 
im Harnblasenkarzinom und dem kliniscben Verlauf der 
Tumorerkrankung bekannt (de Kok et al . ] . Daher ist die 
humane Telomerase ein ideales Ziel fur die Diagnose und 
Behandlung menschlicher Krankheiten, die mit zellularer 
Proliferation im Zusammenhang stehen, wie beispielsweise 
Krebs. Verfahren zur Diagnose und Behandlung von Krebs und 
•anderen mit der Telomerase assoziierten Krankheiten sind 
unter anderem offenbart in der US 5 489 508 Oder US 
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5 645 986. Die Hemmung der Telomerase wurde als spezifisctie 
Mogli'chkeit zur therapeutischen Kontrolle von Tumor zellen 
beschrieben. Wichtige Bemuhungen , die Aktivitat der 
Telomerase im ZusammerLhang von Krebserkrankungen zu 
modif izieren, sind in der EP 666313, WO 97/37691 oder der 
WO 98/28442 of f enbart . % Derartige allgemeine Lehren 
offenbaren dem Fachmann aber keine konkreten Lehren zum 
teclinischen Handeln. Eine Substanz bzw. ein Molekul, das 
mit dem gesamten fur hTERT kodierenden Sequenzbereich 
wechselwirkt, fuhrt zwar dazu, dass die entsprechende 
Telomeraseaktivitat - beispielsweise in einer Zellkultur - 
reduziert wird, derartige Substanzen eignen sich. aber nicht 
zur Applikation in Organismen, da sie in der Regel viel zu 
groS sind und vom Immunsystem des betreffenden Organismus 
angegriffen und zerstort werden. Daruber hinaus kann eine 
Vielzahl unerwunschter Wechselwirkungen bzw. Nebenwirkungen 
auftreten. Aufgabe der Erfindung war es daher, alternative 
kompakte Molekule bereitzustellen, ■ die mit ausgewahlten, 
spezifischen Struktureinheiten, die die Telomerase 
kodieren, einfach und effektiv inhibierend wechselwirken. 

Die Erfindung lost dieses technische Problem durch die 
Bereitstellung eines Erkennungsmolekuls, das gegen eine 
mRNA der katalytischen Untereinheit der humanen Telomerase 

(hTERT) gerichtet ist, wobei das Erkennungsmolekul 
insbesondere mit Primarstrukturen dieser bTERT-mRNA in 
einem Zielsequenzbereich von 2 0 00 bis 2500 gemaE dem 
Gendatenbankeintrag AF 015950 spezifisch interagiert. Die 
Zailen reprasentieren - auch in folgenden Anschnitten - die 
entsprechenden Nukleotidpositionen innerhalb der hTERT -mRNA 

(Gesamtlange 4015 Nukleotide) . Die Erfindung betrif ft also 
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die uberraschende Lelire, dass gegen tumorassoziierte 
abnorme hTERT-mRNA-Expressionsmuster sowie Telomerase- 
aktivitatsniveaus durch eine mogliche hTERT- Inhibition mit 
den erf indungsgemafien Erkennungsmolekulen vorgegangen 
5 werden kann. Diese Erkennungsmolekule sind gegen definierte 
hTERT - mRNA- Sequenzmotive im * Bereich von 2000 bis 2500 
gerichtet. Sie konnen bioiogische und/oder chemische 
Strukturen sein, die in der Lage sind, so mit dem 
Zielsequenzbereich zu interagieren, dass eine spezifische 

|L0 Erkennurig / Bindung und Wechselwirkung bestimmt werden 
kann. Beispiele fur Erkennungsmolekule konnen insbesondere 
Nukleinsaurekonstrukte, Antikorper bzw. andere zur 
Zielsequenz Affinitat / Bindungsspezif itat / Wechsel- 
wirkungsf ahigkeit aufweisende Substanzen wie Affiline, 

15 Lektine, Aptamere oder andere Molekule sein. 

in einer beyorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
interagiert das Erkennungsmolekul mit einem 

Zielsequenzbereich von 2100 bis 2400. Dieser Bereich ist 
2 0 vorteilhaft, urn eine hTERT- Inhibition zu erreichen. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
interagiert das Erkennungsmolekul mit einem Ziel- 
sequenzbereich von 2190 bis 2360. In diesem Bereich ist mit 
25 Vorteil eine besonders gute hTERT- Inhibition erreichbar. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
interagiert das Erkennungsmolekul spezifisch mit dem Ziel- 
sequenzbereich von 2191 bis 2224 und/oder " von 2318 bis 
30 .2346.. Vorteilhaf terweise ist in' diesen Sequenzbereichen 
eine besonders effiziente . hTERT- Inhibition moglich. 



Bevorzugt sind ebenfalls kurzere Bereiche mit Veranderungen 
innerhalb dieser Zielsequenzen oder mit veranderten 
Randbereichen oder unterschiedlichen Derivatisierungen/ 
Modif izierungen/Fusionen/Komplexierungen, die auch mit 
anderen Erkennungsmolekulen kombiniert und/oder gekoppelt 
sein konnen. 

Durch diese bevorzugten Zielsequenzbereiche ist es dem 
Fachmann moglich, insbesondere sehr kleine und/oder 
kompakte Erkennungsmolekul e bereitzustellen, die iiti 
Wesentlichen nicht mit anderen Strukturen, insbesondere 
Immunol ogischen Abwehrstrukturen, innerhalb des Zellgewebes 
bzw. des Organismus interagieren oder von diesen 
angegriffen werden, sondern spezifisch mit dem 
Zielsequenzbereich der hTERT-mRNA interagieren konnen. 

in einer weiteren bevorzugten Aus f \ih rungs f orm der Erfindung 
ist vorgesehen # dass der Sequenzbereich oder das 
Erkennungsmolekul durch Addition, Amplif ikation, Inversion, 
Missense-Mutation, Nonsense -Mutation, Punkt mutation, 

Deletion und/oder Substitution modif iziert ist. Diese 
Modif ikationen konnen beispielsweise beim Erkennungsmolekul 
dazu fuhxen, dass es mit einer hoheren Aviditat oder 
Spezifitat an die mRNA der katalytischen hTERT-Untereinheit 
bindet. Es kann jedoch selbstverstandlich auch vorgesehen 
sein, dass das Erkennungsmolekul mit geringerer Spezifitat 
oder Aviditat bindet. Bei den Mutationen im hTERT- 
Seguenzbereich kann es sich im Sinne der Erfindung zum 
Beispiel urn vererbbare oder nicht vererbbare Veranderungen 
handeln. Die Modif ikationen konnen so beschaffen sein, dass 
sie direkt auf der mRNA-Ebene oder auf der DNA-Ebene 
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detektierbar werden. Zu den Mutationen konnen 
beispielsweise audi Mutationen im Zusammenhang mit einer 
zytologisch . sichtbaren Genom- und/oder 

Cliromosonienmutationen z allien, die mit Veranderungen der 
5 hTERT assoziiert sind. Derartige Mutationen konnen dadurch 
entstehen, dass* Teile des Chromosoms verloren gehen, 
verdoppelt werden, in umgekehrter Orientierung vorliegen 
oder auf andere Chromosomen ubertragen werden/ 
Selbstverstandlich ist es auch moglich, dass die Mutation 

to nur ein oder wenige benachbarte Basenpaare betrifft, wie 
dies beispielsweise bei der Punktmutation der Fall ist. 
Geht beispielsweise ein Basenpaar in Form einer Deletion 
verloren oder wird ein Basenpaar zusatzlich, wie bei der 
Insertion, eingeschoben, so verschiebt sich das Leseraster 

15 des betroffenen Gens zu einer Leserastermutation . Bei der 
Substitutionsmutation im Sinne der Erfindung wird 
beispielsweise eine Base gegen eine andere ausgetauscht , 
wobei die daraus resultierenden Konsequenzen 

unterschiedlich sein konnen: 

20 

(a) Es kann beispielsweise ein Kodon in ein synonymes 
Kodon umgewandelt werden, 

(b) oder die Mutation verandert die Kodonspezif itat und 
25 m fuhrt damit zum Einbau anderer Aminosauren bzw. 

(c) durch die Mutation wird die Translation an einer 
bestimmten Stelle beendet, wobei die gebildeten 
hTERT- Fragmente inaktiv oder aktiv sein konnen. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist das 
Erkennungsmolekul ein Nukleinsaurekonstrukt , ein Chelator, 
ein Lektin und/oder ein Antikorper.. Nukleinsaurekonstrukte 
im Sinne der Erfindung konnen alle Strukturen sein, die im 
Wesentlichen auf Nukleinsauren basieren oder deren aktives 
Zentrum im Wesentlichen auf Nukleinsauren basiert. Es kann 
selbstverstandlich moglich sein, dass das gesamte 
Erkennungsmolekul vor allem aus Lipiden, Kohlenhydraten 
Oder Proteinen bzw. Peptiden besteht - beispielsweise in 
Form einer Nanokapsel - und dieses Konstrukt einen Bereich 
umfasst, der Nukleinsauren enthalt, die mit hTERT 
wechselwirken konnen. Dem Fachmann sind verschiedene 
Moglichkeiten bekannt, derartige Konstrukte 

bereitzustellen. Ein Chelator im Sinne der Erfindung ist 
eine Sammelbezeichnung fur zyklische Verbindungen, bei 
denen Metalle, Gruppierungen mit einsamen Elektronenpaaren 
bder mit Elektronenlucken und Wasserstoff an der 
Ringbildung beteiligt sind und die weiterhin in der Lage 
sind, mit der hTERT-mRNA spezifisch zu interagieren. Die 
Koordinationsverbindungen der Metalle, die im Sinne der 
Erfindung als Metallchelatoren bezeichnet werden konnen, 
sind besonders vorteilhaft. Es sind Verbindungen, in denen 
ein einzelner Ligand mehr als eine Koordinationsstelle an 
einem Zentralatom beset zt, das heifit mindestens zweizellig 
ist. In diesem" Falle werden normalerweise gestreckte 
Verbindungen durch Komplexbildung fiber ein Metallatom oder 
-ion zu Ringen geschlossen, wobei diese Ringe in der Lage 
sind, spezifisch mit der hTERT-mRHA zu interagieren. Ein 
Lektin im Sinne der Erfindung ist insbesondere ein 
Phytohamagglutinin,. haufig ein Pf lanzenprotein, das 
aufgrund seiner hohen Affinitat zu bestimmten Komponenten 
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an der Oberflache bestimmter Nukleinsaurestrukturen 
spezifisch binden und agglutinieren kann. Insbesondere 
wechselwirken Lektine mit Zuckerstrukturen, die mit 
spezif ischen Sequenzbereichen einer Nukleinsaure assoziiert 
sein konnen. Ein Antikorper im Sinhe der Erfindung bindet 
die genannten hTERT-Zielbereiche spezifisch. Die Antikorper 
konnen auch modif izierte Antikorper sein (zum Beispiel 
oligomere, reduzierte, oxidierte und markierte Antikorper) . 
Der in der vorliegenden Beschreibung verwendete Begriff 
Antikorper umfasst sowohl intakte Molekule als auch 
Antikorperf ragmente, die bestimmte Determinanten des 
Zielbereiches binden. Bei diesen Fragmenten ist die 
Fahigkeit des Antikorpers zur selektiven Bindung teilweise 
erhalten geblieben, wobei die Fragmente wie folgt definiert 
sind: 

(1) Fab, das' Fragment, das ein monovalentes Antigenbin- 
dungs fragment eines Antikorper-Molekuls enthalt, 
lasst sich mittels Spaltung eines ganzen 
Antikorpers mit dem Enzym Papain erzeugen, wobei 
eine intakte leichte Kette und ein Teil einer 
schweren Kette erhalten werden; 

(2) das Fab' -Fragment eines Antikorper-Molekuls lasst 
sich mittels Behandlung eines ganzen Antikorpers 
mit Pepsin und anschlieSender Reduktion gewinnen, 
wobei eine intakte leichte Kette und ein Teil der 
schweren Kette erhalten werden; pro Antikorper - 

- Molekul werden zwei Fab' -Fragmente erhalten; 

(3) F(ab') 2 , das Fragment des Antikorpers, das sich 
mittels Behandlung eines ganzen Antikorpers mit dem 



Enzym Pepsin ohne anschlieSende Reduktion erhalten 
lasst; F(ab') 2 ist eine Dimer von zwei Fab' - 
Fragmenten, die durch zwei Disulf id-Bindungen 
zusammengehalten werden; 

(4) Fv # definiert als gentechnisch . verandertes 
Fragment, das den variablen Bereich der leichten 
Kette und den variablen Bereich der schweren Kette 
enthalt und in Form von zwei Ketten exprimiert 
wird; und 

(5) Einzelketten-Antikorper („SCA«) , definiert als 
gentechnisch verandertes Molekul, das den variablen 
Bereich der leichten Kette und den variablen 
Bereich der schweren Kette enthalt, die durch einen 
geeigneten Polypeptid-Linker zu einem fusionierten 
Einzelketten-Molekul verbunden sind. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist das 
Nukleinsaurekonstrukt ein Antisense (AS) -Oligonukleotid 
(ON) , ein DNAzym, ein Ribozym, eine siRNA und/oder eine 
Pept id-Nukleinsaure ( PNA) 

Bei AS-Konstrukten ' handelt es sich Tim synthetisch 
hergestellte Molekule, die eine selektive Inhibition der 
Biosynthese ausgewahlter Proteine ermoglichen. Zum Einsatz 
kommen zum Beispiel ON,' PNAs, Ribozyme, DNAzyme . Die AS- 
Wirkung beruht auf der sequenzspezif ischen Hybridisierung 
der Konstrukte durch Watson- Crick -Basenpaarung mit der fur 
das zu reprimierende Protein kddierenden Ziel-mRNA, was 
"Qber verschiedene Mechanismen zu einer Verhinderung der 
Proteinsynthese fuhrt (Tab.l) . 
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Tab. 1 AS-Effekte und ihxe Wirkungsmechanismen 
ss - "single stranded" (Einzelstrang) 



Effefct 


Mechani smus 


Referenzen 


Transkript ions - 
inhibition 


Bindung der AS-Konstrukte an 
genomische DNA durch 
Hoogsten-Triplex-Bildung 


[Moser et 
al.] 


Modulation der 
RNA- Prozes- 
sierung 


a) Blockierung von Splei£- 
stellen fuhrt zur Verhin- 
derung des Spleifrvorgangs 

b) Verhinderung der Poly- 
adenylierung destabilisiert 
die mRNA 

c) Behinderung des mRNA- Trans- 
ports ins Zytoplasma 


[Kole et 
al . , Crooke] 


Hemraung der 

iiailSlatlOn 


kompetitive Bindung des 
AS-KonstruJcts an die 
Ziel-mRNA verhindert 
Initiations- bzw. 
Elongationsprozess 


[Bbiziau et 
al . ] 


Spaltung der 
Ziel-mRNA. 


a) selektiver Abbau des 
RNA- St ranges in 
RNA-DNA-Hybriden durch die 
Endonuklease RNase H 

b) Abbau von ss-RNA durch die 
Endonuklease RNase L nach 
Aktivierung durch 

2' ,5' -Tetraadenylat- 
modif izierte ON 

c ) durch Ribo zyme /DNAzyme 
katalysierte, sequenz- 
spezifische Spaltung der 
Ziel-mRNA 


[Crooke, 
Agrawal et 
al . , Sun et 
al.] 



Die Entwicklung von AS-ON als therapeutische Substanzen 
stellt neben verschiedenen anderen Anwendungsf eldern auch 
ein^ neues erf olgversprechendes Therapiekonzept fur 
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onkologisciie Erkrankungen dar [Tamm et al . ] . Wahrend es bei 
der konventionellen Chemotherapie zu einer unspezif ischen 
Hemmung der Zellprolif eration koramt, werden mit der AS- 
.Therapie ganz gezielt solche mRNAs inaktiviert, die die 
raolekulare Grundlage oder einen wesentlichen Bestandteil 
des entarteten, deregulierten Wachs turns und der 
Tumorprogression darstellen sowie fur die Inhibierung der 
korpereigenen Immunabwehr verantwortlich sein konnen. 

AS -ON unterscheiden sich von anderen Therapeutika, wie 
Antikorpern, Toxinen oder Immuntoxinen dahingehend, dass es 
sich Tim relativ kleine Molekule mit einera Molekulargewicht 
von ublicherweise etwa 5 kDa handelt. Die geringe GroEe der 
AS-ON ermoglicht eine gute Gewebepenetration. AuSerdem ist 
bekannt, dass Tumorblutgef afie im Gegensatz zu Blutgef afien 
normaler Gewebe fur Substanzen in einem GroSenbereich 
zwischen 4-10 kDa durchlassig sind. Das bedeutet, dass 
therapeutische AS-ON gezielt Tumorblutgef aEe penetrieren 
konnen. Ein weiterer Vorteil dieser Substanzen, zum 
Beispiel gegen&ber Antikorpern, die nahezu ausschlieElich 
gegen extrazellulare Proteine wirksam sind, besteht darin, 
dass uber die jeweilige Ziel-mRNA prinzipiell alle, also 
sowohl zytoplasmatische als auch kernlokalisierte sowie 
membranstandige Proteine angegriffen werden konnen. 

Die gegen einen Nuklease-Angrif f relativ resistenten 
Phosporthioat-AS-ON werden gegenwartig in einer Reihe von 
klinischen Studien • (Phase I-III) hinsichtlich ihres 
Potentials als Anti-Krebs -Therapeutika evaluiert . Dabei 
werden in Tumoren uberexprimierte Ziel-mKMA-Molekule 
angegriffen. 
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Bei Verwendung der Phosphothioat-ON (PS -ON) wiirde eine 
Reilie von unerwarteteten/ so genanhten "noh-AS " -Ef f ekten 
beobachtet, die zudem zu einer unspezif ischen Hemmung des 
Zellwachstums fuhren konnen . Diese Effekte sind stark von 
der ON-Sequenz bzw. von bestiitunten Sequenzmotiven abharigig 
und treten auf Grand der starken polyanionischen Ladling der 
■ PS-ON auf, welche eine Bindung der PS-ON an lebenswichtige 
Proteine zur Folge haben kann. Die erwahnten negativen 
Effekte konnen insbesondere durch Verwendung- von partiell 
phosphothioat -modif izierten AS -ON oder durch weitere 
Modif ikationen, z.B. Einbau von Ribonukleotiden anstatt 
Desoxyribonukleotiden, uberwunden we r den . Eine partielle 
endstandige Modif izierung von ON-Konstrukten (bevorzugt 2 
bis 5 Bindungen vom 3'- und 5 ' -Nukleinsaureterminus sind 
modif iziert) bietet. eine erhohte Stabilitat im extra- und 
intrazellularen Milieu der Zielzellen (Schutz vor Abbau 
durch. Exonukleasen) , insbesondere bei einer Applikation in 
vivo. . Ein positiver Nebeneffekt, der bei Verwendung der 
PS-ON beobachtet wurde, ist deren iiranunstimulatorische 
Wirkung, die bei einigen Tumoranwendungen durchaus einen 
moglichen Therapieerf olg unterstutzen kann. 

Zur Erhohung der Stabilitat und Spezifitat von AS-ON und 
zur Verminderung der „non-AS n -Effekte konnen weitere 
chemische Modif ikationen zum Einsatz kommen, z.B. Einbau 
von 2' -O-Methylribonukleotiden, Methylphosphonat- Segment en, 
flocked nucleic acids" (Methylenbrucke zwischen 2'- 
Sauerstoff und 4 ' -Kohl ens toff der Ribose) , Austausch des 
•Cytosins durch 5 ' - Methyl cyto sin und/oder eine 2' -5'- 
Tetraadenylat -Modif izierung . 
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Dabei kann es sich sowohl um partiell modifizierte oder 
vollstandig via dieser chemischen Modifikation veranderte 
ON-Konstrukte handeln. 

Ribozyme sind als katalytisch. aktive RNA-Molekule in der 
Lage, zellulare RNA-Strixkturen als Substrate zu erkennen 
und sequenzspezif isch an einer Phosphordiesterbindung zu 
spalten. Die Erkennung erfolgt uber AS-Arme, die aufgrund 
komplementarer Sequenzen eine Hybridisierung mit der 
Ziel-mRNA ermoglichen. Gegenuber AS -ON besitzen Ribozyme 
den grundsatz lichen Vorteil, dass ein Ribozym-Molekul als 
echter Katalysator eine " groSe Anzahl identischer 
Substratmolekule umsetzen kann. Daiier sind Ribozyme bereits 
in wesentlich. geringerer Konzentration als ON wirksam und 
fuhren daruber hinaus durch die Substrat-Spaltung zu einem 
irreversiblen RNA-Abbau [Suri et al . ] . 

Unter den bisher bekannten Ribozymtypen ist das 
Hammerhead-Ribozym (Review: Birikb et al . , 1997; Tanner, 
1999) fur derartige Anwendungen besonders interessant, weil 
es als . vergleichsweise kleines Molekul (ca. 3 0-50 
Nukleotide) bereits katalytisch aktiv sein kann. Ein sehr 
wirksames trans- spaltendes Hammerhead- Ribozym besteht zum 
Beispiel aus lediglich 14 koiiservierten Nukleotiden in der 
katalytischen Domane und zwei variablen Stammsequenzen 
(vorteilhafterweise aus jeweils 6-8 Nukleotiden), die durch 
Watson-Crick-Basenpaarung (analog der AS-ON) die 
sequenzspezif ische Erkennung des zu spaltenden Substrates 
realisieren und dieses anschlieSend durcli Spal.tiuig einer 
Phosphordiester-Biridung inaktivieren. In dieser Form lasst 
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sich praktisch gegen jedes beliebige RNA-Molekul , welches 
eine potentielle Spaltstelle mit der minimalen 
Sequenzanforderung -NUX- besitzt, ein spezifisch spaltendes 
Hammerhead-Ribozym konstruieren und somit beispielsweise 
5 zellulare mRNA Oder virale RNA inhibieren. Weitere 
katalytische Nukleinsauren vom DNA-Typ (z.B. DNAzyme) sind 
analog einsetzbar. 

RNAi ("RNA interference") ist eine neue Methodik, die eine 
MO spezifische Geninhibition von Zielmolekulen auf mRNA-Ebene 
ermoglicht. Hierfur mussen doppelstrangige RNA-Molekule 
(„ small interference RNA*, siRNA) mit ihren zwei 
Nukleotiden langen 3 ' -Uberhangen, bestehend bevorzugt aus 
Thymidin-Nukleotiden, in Zellen transfiziert werden. 
15 Zunachst erfolgt eine Assoziation der siRNA-Konstrukte mit 
spezifischen zellularen Proteinen, gefolgt durch die 
Erkennung der Ziel -mRNA- Sequenz aufgrund der Komplemen- 
taritat des AS-si-RNA-Stranges . Die intrinsische 
Endonukleaseaktivitat des Ribonukleoproteinkomplexes 

2 0 ermoglicht eine spezifische Degradation der zu 
inhibierenden mRNA. 

In einer besonderen Aus fuhrungs form der Erf indung ist das 
AS-ON ein PS-ON bzw. ein mit weiteren chemischen 
25 Verandenmgen modif iziertes Nnkleinsaurekonstrukt . 

In einer weiteren bevorzugt en Aus fuhrungs form der Erf indung 
ist der Sequenzbereich der hTERT-mRNA, zu der das 
Erkennungsmolekul komplementar ist, ausgewahlt aus der 
30 Gruppe umfassend 2183-2205, 2206-2225, 2315-2334, 2317- 
2336, 2324-2346, , 2331-2350 und/oder 2333-2352. 
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Mit diesen Sequenzbereichen ist es vorteilhaf terweise 
moglich, die hTERT- Express ion zu inhibieren, Durch die 
Inhibition konnen unter anderem Krankheiten, die mit der 
Expression dieses Gens assoziiert sind, unterdruckt werden, 
wie zum Beispiel Tumoren. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
ist das Erkennungsmolekul iinmobilisiert . Im Sinne der 
Erfindung werden unter Immobilisierung verschiedene 
Verf ahren und Techniken zum Fixieren der Erkennungsmolekule 
auf bestimmten Tragern verstanden. Die Immobilisierung kann 
beispielsweise der Stabilisierung der Erkennungsmolekule 
dienen, wodurch diese insbesondere bei Lagerung oder bei 
einmaligem Batch-Ansatz durch biologische, chemische oder 
physikalische Einwirkungen in ihrer Aktivitat nicht 
reduziert oder . nachteilig modifiziert werden. Durch die 
Immobilisierung der Erkennungsmolekule ist ein wiederholter 
Einsatz unter technischen oder klinischen 

Routine-Bedingungen moglich; weiterhin kann die Probe mit 
den Erkennungsmolekulen . kontinuierlich umgesetzt werden. 
Dies kann insbesondere durch verschiedene 

Immobilisierungstechniken erreicht werden, wobei die 
Bindung der Erkennvuigsmolekule an andere Erkennungsmolekule 
oder Molekule bzw. an einen Trager so erfolgt, dass die 
dreidimensiohale Struktur am aktiven Zentrum der 
entsprechenden Molekule, insbesondere der 

Erkennungsmolekule, nicht verandert wird. 

Vorteilhaf terweise geht die Spezifitat zu hTERT und die 
Spezifitat der eigentlichen Bindungsreaktion durch die 
Immobilisierung nicht verloren. Im Sinne der Erfindung 
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konnen drei grundsatzliche Methoden zur Inimobilisierung 
verwendet werden: 

(i) Quervernetzung: Bei der Quervernetzung werden die 
5 Erkennungsmolekule miteinander fixiert, ohne dass ihre 
Aktivitat nachteilig beeinflusst wird. Sie sind 
vorteilhaf terweise durch die Quervernetzung nicht mehr 
loslich. 

■.0 (ii) Bindung an einen Trager: Die Bindung an einen Trager 
erfolgt zum Beispiel durch Adsorption, Ionenbindung oder 
kovalente Bindung. Dies kann auch innerhalb von 
mikrobiellen Zellen bzw. Liposomen oder anderen 
membranhaltigen geschlossenen bzw. offenen v Strukturen 

15 erfolgen. Das Erkennungsmolekul wird durch die Fixierung 
vorteilhaf terweise nicht in seiner Aktivitat beeinflusst. 
Es kann mit Vorteil zum Beispiel in der Klinik in Diagnose 
oder Therapie tragergebunden mehrfach oder- kontinuierlich 
eingesetzt werden. 

20 * 

| (iii) Einschluss: Der Einschluss erfolgt im Sirme der 

Erfindung insbesondere in eine semipermeable Membran in 
Form von Gelen, Fibrillen oder Fasern. Gekapselte 
Erkennungsmolekule sind durch eine semipermeable Membran so 

25 durch die umgebende Probenlosung getrennt, dass sie 
vorteilhaf terweise noch mit der katalytischen Untereinheit 
der humanen Telomerase oder mit Fragment en dieser 
interagieren konnen. 

3 0 .Fur die Immobilisierung stehen verschiedene Verfahren zur 
Verfugung, wie beispielsweise die Adsorption an einen 
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inerten oder elektrisch geladenen anorganischen oder 
organischen Trager. Solche Trager konnen beispielsweise 
porose Gele, Aluminiumoxid, Betonid, Agarose, Starke, Nylon 
oder Polyacrylamid sein. Die Immobilisierung erfolgt 
hierbei durch physikalische Bindungskraf te , oft unter 
Beteiligung von hydrophoben Wechselwirkungen und ionischen 
Bindungen. Derartige Methoden sind vorteilhaf terweise 
einf ach zu handhaben und sie beeinf lussen die Konf ormation 
der Erkennungsmolekule nur in geringem Umfang. Durch 
elektrostatische Bindungskraf te zwischen den geladenen 
Gruppen der Erkennungsmolekule und dem Trager kann die 
Bindung vorteilhaf terweise verbessert werden, 'zum Beispiel 
durch die Verwendurig von Ionenaustauschem, wie zum 
Beispiel Sephadex. Ein weiteres Verfahren ist die kovalente 
Bindung an Tragermaterialien. Die Trager konnen dazu 
reaktive Gruppen aufweisen f die mit Aminosaure-Seitenketten 
homoopolare Bindungen eingehen. Geeignete Gruppen in 
Erkennungsmolekulen sind Carboxy- , Hydroxy- und 
Sulf idgruppen und insbesondere die endstandigen 
Aminogruppen von Lysinen. Aromatische Gruppen bieten die 
Moglichkeit fur Diazo-Kupplungen. Die Oberflache von 
mikroskopischen porosen Glaspartikeln kann durch Behandlung 
mit Silanen aktiviert und anschlieSend mit 
Erkennungsmolekulen besetzt werden. Hydroxy -Gruppen 
naturlicher Polymere konnen zum Beispiel mit Bromzyan 
aktiviert und anschlieSend mit Erkennungsmolekulen 
gekoppelt werden. Mit Polyacrylamid-Harzen konnen 
zahlreiche Erkermungsmolekule vorteilhaf terweise direkte 
kovalente Bindungen eingehen. Bei dem Einschluss in 
dreidimensionale Netzwerke werden die Erkennungsmolekule in 
ionotrophe Gele oder andere dem Fachmann bekannte- 
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Strukturen . eingeschlossen . Die Poren der Matrix sind 
insbesondere so beschaffen, dass die Erkennungsmolekule 
zuruckgehalten werden und eine Interaktion mit den Ziel- 
Molekulen moglich ist. Bei der Quervernetzung werden die 
Erkennungsmolekule durch Vernetzung rait bif unktionellen 
Agenzien in polymere Aggregate umgewandelt . Derartige 
Strukturen sind gelatines und leicht verformbar und 
insbesondere fur den Einsatz in verschiedenen Reaktoren 
geeignet. Durch Zugabe anderer inaktiver Komponenten, wie 
zum Beispiel Gelatine, bei der Vernetzung konnen die 
mechanisclien und enzymatischen Eigenschaf ten 

vorteilhaf terweise verbessert werden, Bei der 

Mikroverkapselung wird der Reaktionsraum der 

Erkennungsmolekule mit Hilfe von Membranen eingegrenzt. Die 
Mikroverkapselung kann zum Beispiel als Grenzf lachen- 
Polymerisation durchgefuhrt werden. Durch die 

immobilisierung . bei der Mikroverkapselung werden die 
Erkennungsmolekule unloslich und dadurch wiederverwendbar . 
Im Sinne der Erfindung sind immobilisierte 

Erkennungsmolekule alle Erkennungsmolekule, die sich in 
einem Zustand befinden, der ihre Wiederverwendung erlaubt. 
Die Einschrankung der Beweglichkeit und der Loslichkeit der 
Erkennungsmolekule auf chemischem, biologischem oder 
physikalischem Wege fuhrt vorteilhaf terweise zu niedrigen 
Verf ahrenskosten . 

Die Erfindung betrifft auch eine pharmazeutische 
Zusammensetzung. umfassend die erf indungsgemaSen 

Erkennungsmolekule, gegebenenf alls in einer Kombination mit 
•einem pharmazeutisch vertraglichen Trager. Dieser 
pharmazeutische Trager kann insbesondere zusatzliche Stoffe 



19 



und Substanzen, wie beispielsweise medizinische und/oder 
pharmazeutisch-technische Hilfsstoffe, umfassen.' 

Medizinische Hilfsstoffe sind beispielsweise solche Stoffe, 
die zur Produktion als Ingredienzien von pharmazeutischen 
Zusammensetzungen eingesetzt werden. Pharmazeutisch- 
technische Hilfsstoffe dienen der geeigneten Formulierung 
der pharmazeutischen Zusammensetzung oder des Arzneimittels 
und konnen sogar - sofern sie nur wahrend des 
Herstellungsverfahrens benotigt werden - anschlieEend 
entferat werden oder konnen als pharmazeutisch vertragliche 
Tragersubstanzen Teil der pharmazeutischen Zusammensetzung 
sein. Die pharmazeutische Zusammensetzung erfolgt 
gegebenenfalls in Kombination mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Verdunnungsmittel . Hierbei kann es sich 
beispielsweise urn phosphatgepuf f erte Kochsalzlosung, 
Wasser, Emulsionen, wie beispielsweise 6l/Wasser- 
Emulsionen, verschiedene Arten von Detergenzien, sterile 
LSsungen und ahnliches handeln. Die Verabreichung der 
pharmazeutischen Zusammensetzung kann beispielsweise im 
Zusammenhang mit einer Gentherapie geschehen. 

Im Sinne der Erfindung ist eine Gentherapie eine 
Behandlungsf orm • unter Einsatz von naturlichen oder 
rekombinant veranderten Nukleinsaure-Konstrukten, einzelner 
Gensequenzen oder ganzer Gen- bzw. Chomosomenabschnitte 
bzw. kodierter Transkriptbereiche , deren Derivate/ 
Modifizierungen mit dem Ziel einer biologisch-basierten und 
selektiven Hemmung bzw. Revertierung der Kr ankhe its symp t ome 
und/oder deren kausalen Ursachen, wobei im speziellen Fall 
darunter die Inhibition eines im Verlauf . einer Krankheit 
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uberexprimierten Zielmolekuls auf Ebene der Nukleinsauren, 
insbesondere auf der Transkript ebene, verstanden wird. 

Die Gentherapie kann beispielsweise auch uber geeignete 
Vektoren, wie beispielsweise virale Vektoren oder/und eine 
Komplexierung mit Lipiden oder Dendrimeren erfolgen. Die 
Gentherapie kann insbesondere auch uber die Verpackung in 
Proteinhullen erfolgen. Weiterhin ist es moglich, dass das 
Erkennungsmolekul mit einem weiteren Molekul fusioniert 
oder komplexiert ist, welches den gerichteten Transport zum 
Zielort, die Aufnahme in und/oder die Verteilung innerhalb 
der Zielzelle unterstutzt. Die Art der Dosierung und des 
Verabreichungsweges kann vom behandelnden Arzt entsprechend 
den klinischen Anf orderungen bestiramt werden. Es ist dem 
Fachmann bekannt/ dass die Art der Dosierung von 
verschiedenen Faktoren abhangig ist, wie beispielsweise der 
Grofie, der Korperoberflache, dem Alter, dem Geschlecht oder 
dem allgemeinen und krankheitsspezif ischen Gesundheit s - 
zustand des Patienten, aber auch von dem speziellen Mittel, 
welches verabreicht wird, der Dauer und Art der 
Verabreichung und von anderen Medikamenten, die 
moglicherweise parallel, insbesondere in einer 

Kombinationstherapie, verabreicht werden. 

Die Erfindung betrifft auch einen Kit umfassend das 
Erkennungsmolekul und/oder die pharmazeutische 

Zusammensetzung. Weiterhin betrifft die Erfindung auch ein 
Array umfassend das Erkennungsmolekul und/oder die 
pharmazeutische Zusammensetzung. Der Kit und der Array, 
konnen zur Diagnose und/oder Therapie von Krankheiten 
eingesetzt werden, die mit der Funktion der katalyt ischen 
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Untereinheit der humanen Telomerase assoziiert sind. Die 
Erfindung ■ betrifft auch die Verwendung des 
Erkennungsraolekuls, des Kits, des Arrays zur Diagnose, 
Prophylaxe , Verminderung, Therapie , Verlauf skontrolle 
und/oder Nachbehandlung von mit Zellwachstum, 
-differenzierung und/oder -teilung im Zusammenhang 
stehenden Krankheiten, 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die mit 
Zellwachstum, -dif f erenzierung und/oder -teilung. • im 
Zusammenhang stehende Krankheit ein Tumor. Besonders 
bevorzugt ist der Tumor ein solider Tumor und/oder ein 
Blut- oder Lymphdrusenkrebs . 

Insbesondere karm es sich. bei den Tumoren, die epithelial en 
oder mesodermalen .Ursprungs sein konnen, im Sinne der 
Erfindung* urn gut- oder bosartige Krebsarten der Organe der 
Lunge, der Prostata, der Harnblase, der Niere, der 
Speiserohre, des Magens, der Bauchspeicheldruse (Pankreas) , 
des Hirns, des Ovars, des Skelett systems handeln, wobei 
besonders das Adenokarzinom der Brust, der Prostata, der 
Lunge und des Darms, Knochenmarkkrebs, das Melanom, das 
Hepatom, die Kopf- Hals -Tumoren explizit als Vertreter 
bosartiger (so. gen arm te maligne) Tumoren bevorzugt sind. 
Zur Gruppe der Blut- und Lymphdrusenkrebsarten werden im 
Sinne der Erfindung alle Formen von Leukamien ( z . B . in 
Zusammenhang mit B-Zellen-Leukamie, Gemischt-Zellen- 
Leukamie, Nullzellen-Leukamie, T-Ze 11 en- Leukamie, 

chronische T-Zellen- Leukamie, HTLV-II-assoziierte Leukamie, 
•akute . lymphatische Leukamie, chronisch-lymphatische 
Leukamie, Mast zell -Leukamie und myeloiscbe Leukamie) und 
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Lymphomen gezahlt . Beispiele von mesenchymalen bosartigen 
Tumoren (sogenannte Knochen- und Weichteilsarkome) sind: 
Fibrosarkom; das maligne Histiozytom; das Liposarkom; 
Hamangiosarkora; das Chondrosarkom und das Osteosarkom; 
Ewing-Sarkom; das Leio- und Rhabdomyosarkom, das 
Synovial sarkom; Karzinosarkom, . Als weitere Tumorarten, die 
im Sinne der Erfindung auch unter dem Begrif f „Neoplasmen w 
zusammengef asst werden, sind bevorzugt: Knochen-Neoplasmen , 
Brust -Neoplasmen, Neoplasmen des Verdauungssystems, 
colorektale Neoplasmen, Leber-Neoplasmen, Pankreas- 
Neoplasmen, H i rnanhang ~ Ne op 1 a s men , Hoden-Neoplasmen, 

Orbita-Neoplasmen, Neoplasmen des Kopfes und Halses, des 
Zentralnervensyst ems , Neoplasmen des Hororgans, des 
Beckens, des Atmungstrakts und des Urogenital trakts) . 

In einer weiter . bevorzugten Ausfuhrungsform ist die 
Krebserkrankung. oder der Tumor, die/der behandelt oder 
verhindert wird, ausgewahlt aus der Gruppe: Tumoren des 
Hals-Nasen-Ohren-Bereichs umfassend Tumoren der inneren 
Nase, der Nasennebenh6hlen, des Nasopharynx, der Lippen, 
der Mundhohle, des Oropharynx, des Larynx, des Hypopharynx, 
des Ohres, der Speicheldrusen und . Paragangliome, Tumoren 
der Lunge umfassend nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome, 
kleinzellige Bronchialkarzinome, Tumoren des Mediastinums, 
Tumoren des Gastrointestinaltxaktes umfassend Tumoren des 
Osophagus, des Magens, des Pankreas, der Leber, der 
Gallenblase und der Gallenwege, des Dunndarms, Kolon- und 
Rektumkarzinome und Analkarzinome, Urogenitaltumoren 
umfassend Tumoren der Nieren, deir Hamleiter, der Blase, 
•der Prostata, der Harnrohre, des Penis und der Hoden, 
gynakologische Tumoren umfassend Tumoren der Zervix, der 
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Vagina, der Vulva, Korpuskarzinom, maligne 

Trophoblastenerkrankung, Ovarialkarzinom, Tumor en des 
Eileiters (Tuba Faloppii) , Tumoren der Bauchhohle , 
Mammakar 2 inome , Tumoren endokriner Organe umfassend Tumoren 
der Schilddruse, der Nebenschilddruse, der 

Nebennierenrinde , endokrine Pankreas tumoren, 

Karzinoidtumoren und Karzinoidsyndrom, multiple endokrine 
Neoplasien, Knochen- und Weichteilsarkome, Mesotheliome r 
Haut tumor en, Melanome umfassend kutane und intraokulare 
Melanome, Tumoren des zentralen Nervensystems, Tumoren im 
Kindesalter umfassend Retinoblastom, Wilms Tumor, 
Neurof ibromatose , Neuroblastom, Ewing-Sarkom- Tumor f amilie, 
Rhabdomyosarkom, Lymphome umfassend Non-Hodgkin-Lymphome., 
kutane T-Zell -Lymphome, primare Lymphome des zentralen 
Nervensystems, Morbus Hodgkin, Leukamien umfassend akute 
Leukamien, chronische myeloische und lymphatische 
Leukamien, Plasmazell-Neoplasmen, myelodysplastische 

Syndrome, paraneoplastische Syndrome, Metastasen ohne 
bekannten Primar tumor (CUP -Syndrom) , peritoneale 

Karzinomastose , Iramunsuppression-bedingte Malignitat 

umfassend AIDS-bezogene Malignitat en wie Kaposi- Sarkom, 
AIDS-assoziierte Lymphome, AIDS-assoziierte Lymphome des 
zentralen Nervensystems, AIDS-assoziierten Morbus Hodgkin 
und AIDS-assoziierte anogenitale Tumoren, Transplantations- 
bedingte Malignitaten, metastasierte Tumoren umfassend 
Gehirnmetastasen, Lungenmetastasen, Lebermetastasen, 

Kaochenmetastasen, pleurale und perikardiale Metastasen und 
maligne Aszites . 
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In einer besonderen Ausfuhrungsf orm der Erfindung handelt 
es sich bei dem soliden Tumor urn e inert Tumor des 
Urogenitaltraktes und/oder des Gastrointestinaltraktes . 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm der 
Erfindung ist vorgesehen, dass der Tumor ein Kolonkarzinom, 
ein Magenkarzinom, .ein Pankreaskarzinom, ein Dickdarmkrebs, 
ein Dunndarmkrebs, ein Ovarialkarzinom, ein 

Zervikalkarzinom, ein Lungenkrebs, ein Nierenzellkarzinom, 
ein Hirntumor, ein Kopf -Halstumor , ein Leberkarzinom 
und/oder eine Metastase dieser Tumoren/Karzinome ist. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist 
der solide Tumor ein Mamma-, Bronchial- , Kolorektal- 
und/oder Prostatakarzinom. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist def 
Tumor des Urogenitaltraktes ein Harnblasenkarzinom (BCa) . 
Das BCa stellt in der Bundesrepublik Deutschland die 
vierthauf igste Krebsform und siebthauf igste 

Krebstodesursache bei Mannem dar. Die TUR-B als generelle 
Primartherapie des BCa erlaubt eine organerhaltende 
Entfernung von oberf lachlichen Tumoren. Trotz dieser 
histopathologisch definierten vollstandigen Entfernung des 
Tumors ist mit 50-70 % der Patienten ein relativ hoher 
Anteil iimerhalb von zwei Jahren von einem Rezidiv 
betroffen -[Stein et al.] . Ein Diagnose- sowie 
Therapieproblem stellt das synchrone oder metachrone 
multifokale Auftreten von Tumorherden dar, wodurch das 
Auftreten von Rezidiven entfernt von der resezierten 
Primartumorlokalisation bedingt sein kann [Sidransky et 
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al.] . Bei Auftreten eines Rezidivs Oder bei primar als 
oberf lacblich eingestuften Tumoren erfolgt in der Regel 
nach der TUR-B eine Langzeitprophylaxe mit eineiti Immun- 
(Bazillus Calmette-Guerin - BCG) oder Cbemotherapeutikum 
5 (z. B. Mitomycin- C, Taxol, Gemcitabin/Cisplatin) . Pat lent en 
mit muskelinvasiven BCa und mit entdif f erenzierten, 
oberf lachlichen Tumoren, die trotz . dieser Therapie 
rezidivieren, werden in der Regel radikal zystektomiert 
bzw. unter Erhalt der Blase mittels Mono -/ Poly chemo - , 
10 Inmiun- oder Strahlentherapie bzw. Kombinationsverfahren 
dieser Methoden behandelt. Chemo-, Immun- oder 
Strablenbehandlungen sind aufgrund ihrer relativ 
unspezif ischen Wirkmechanismen von einer hohen 
therapieinduzierten Toxizitat begleitet. 

15 

Aufgrund der gesundheitspolitischen Bedeutung des BCa 
(insbesondere in den westlichen Industrielandern) , dem 
Fehlen tumorspezif ischer Marker sowie der bekannten 
tumorbiologischen und zellularen Heterogenitat des Tumors 
2 0 gibt es eine intensive Suche auf dem klinischen 
Forschungsgebiet zum BCa, die insbesondere auf die 
Identif izierung neuer oder/und erganzender Tberapieoptionen 
zielen. 



In einer besonderen Ausfuhrungsf orm der Erfindung werden 
das Erkennungsmolekul , die pharmazeutische Zusammensetzung, 
der Kit und/oder der Array fur eine Verlauf skontrolle 
verwendet, die im Wesentlichen eine Uberwachung der 
Wirksamkeit einer Antitumorbehandlung darstellt. Weiterhin 
ist es bevorzugt, dass das Erkennungsmolekul in einer 
Kombinationstherapie, insbesondere zur Bebandlung von 
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Tumoren, verwendet wird. Besonders bevorzugt isf hierbei, 
dass die Kombinationstherapie eine -Chemotherapie, eine 
Zytostatikabehandlung urid/oder eine Strahlentherapie 
umfasst. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm der 
5 Erfindung ist die Kombinationstherapie eine adjuvante 
biologisch-spezif izierte Therapief orm. Ganz besonders 
bevorzugt ist hierbei, dass diese Therapief orm eine 
Immuntherapie ist. Weiterhin ist besonders bevorzugt, dass 
die Kombinationstherapie eine Gentherapie und/oder eine 
0 Therapie mit einem Erkennungsmolekul gegen dasselbe oder 
ein anderes Zielmolekul umfasst . Dem Fachmann sind 
verschiedene Kombinationstherapien, insbesondere zur 
Behandlung von Tumoren,. bekannt . Es kann zum Beispiel 
vorgesehen sein, dass innerhalb einer Kombinationstherapie 

15 eine Zytostatikabehandlung erfolgt oder beispielsweise eine 
Bestrahlung eines . bestimmten Tumorareals, wobei diese 
Behandlung mit einer Gentherapie kombiniert wird, wobei das 
erf indungsgemaSe Erkennungsmolekul als Aatikrebsmittel 
eingesetzt wird. Das erf indungsgemaSe Erkennungsmolekul 

20 kann jedoch auch " in Kombination mit anderen 
Erkennungsmolekul en eingesetzt werden. DemgemaS kann es 
ganz besonders bevorzugt sein, dass das Erkennungsmolekul 
zur Erhohung .der Sensitivitat von Tumorzellen gegenuber 
Zytostatika und/oder Strahlen verwendet wird. Weiterhin ist 

25 es bevorzugt, dass das Erkennungsmolekul zur Hemmung der 
Vitalitat, der Prolif erationsrate von Zellen und/oder zur 
Induktion von Apoptose und eines Zellzyklus-Arrests 
verwendet wird. 



Im Folgenden soil die Erfindung anhand^ eines Beispiels 
natter erlautert werden, ohne auf dieses Beispiel beschrankt 
zu sein. 

Beispiel 

Die gut transf izierbare humane Harnblasenkarzinom-Zelllinie 
EJ2 8 zeigte nach Transf ekt ion insbesondere bei Verwendung 
von funf spezifischen ant i - hTERT - AS - Kons t mkt en (vgl . Tab. 
2) eine unmittelbar einsetzende und kontinuierliche 
Reduktion ihrer Viabilitat urn mehr als 65 % gegenuber der 
Nonsense (NS) - Kon troll e (vgl. Abb. 2). Dabei war die 
Beobachtung besonders auffallig, dass vier der wirksarasten 
Konstrukte gegen ein einzelnes mRNA-Sequenzmotiv gerichtet 
war en . 

Bereits nach vier von funf Behandlungen mit dem Konstrukt 
AStel2331-5 0 waren nahezu keine lebenden Zellen mehr im 
KulturgefaS nachweisbar. Die Behandlung telomerasenegativer 
humaner Fibroblasten fuhrte hingegen zu keinen 
signif ikanten Unterschieden zwischen AS- und NS-ON- 
behandelten Zellen, was eine Spezifitat der AS-O-N-Wirkung 
auf die BCa-Zelllinie EJ2 8 indirekt belegt (Daten nicht 
gezeigt) . Die AS-spezif ische Wirksamkeit wurde anschlieSend 
detailliert untersucht: in Dbereinstimmung mit dem 
Viabilitatstest konnte in Bezug auf das Proliferations- und 
Zellkoloniebildungsverhalten (Abb. 4) ein Hemmeffekt dieser 
funf AS -ON belegt werden. Zudem konnte die AS -spezif ische 
Verringerung des Zellanteils in der DNA-Synthesephase (bis 
ca. 3 0 %) in Richtung einer Gl- Arret ierung nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt). Der Beweis fur die AS- 
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spezifische Wirkung der gegen die Zielmotive gerichteten 
AS-ON wurde in* Form einer signif ikanten und zeitabhangigen 
Reduktion der hTERT-Transkriptmenge erbracht (Abb. 3) . In 
ifcereinstimmung damit wurde auch die hTERT- 
5 Proteinexpression reprimiert . AuEerdem wurde als Folge 
davon die Telomeraseaktivitat der EJ2 8-Zellen urn mehr als 
60 % gehemmt (Daten nicht gezeigt) . 

Tab. 2 hTERT-AS- und NS-ON: Nukleotid- und Zielsequenzen 

10 



Bezeichnung 1 


ss-Motiv 2 


Sequenz 3 (5' — > 3') 


AS -ON j 

— i 


AStel2206-2225 


2191-2224 


tgtcctgggggatggtgtcg 


AStel2315-2334 




ttgaaggccttgcggacgtg 


AStel2317-2336 


2318-2346 


tcttgaaggccttgcggacg 


A3tel2331-2350 


ggtagagacgtggctcttga 


AStel2333-2352 




aagg t agaga eg t ggc t c 1 1 


NS-ON 




s NS-K2 




cagtctcagtactgaagctg 


NS-K3 




cagcttcagtactgagactg 



1 Der Name beinhaltet den Sequenzbereictt der hTERT-mRNA 
(Acc. No.: AF015950) , zu der das jeweilige AS-ON 
komplementar ist; 2 Die dargestellten Motive enthalten am 
5' - und 3 ' -Terminus jeweils 10 nt doppelstrangige RNA; 



15 3 Die fett gedruckten Nukleoti'de stellen den Bereicb im AS- 
ON dar, der komplementar zur ss-Region des Zielmotivs ist. 



* 
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2 . 
20 



3 . 
25 



4. 
30 



Erkennungsmolekul gerichtet gegen ein Gen einer 
katalytischen Untereinheit der humanen Telomerase, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul mit 
der mRNA der katalytischen Untereinheit der humanen 
Telomerase in einem Zielsequenzbereich von 2000 bis 
2500 gemafi der Accession number AF015950 spezifisch 
interagiert . 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul mit 
dem Zielsequenzbereich von 210 0 bis 24 00 spezifisch 
interagiert . 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul mit 
dem Zielsequenzbereich von 2190 bis 2360 spezifisch 
interagiert . 

Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul mit 
dem Zielsequenzbereich von 2191 bis 2224 und/oder von 
2318 bis 2346 spezi-fisch interagiert. 



* • 
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5. Erkeimungsmolekul nach einera der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Sequenzbereich 
und/oder das Erkennungsmolekul durch Addition, 

5 Amplif ikation, Inversion, Missense-Mutation, 

Nonsense-Mutation, Punktmutation, Deletion und/oder 
Substitution modif iziert ist. 

6. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
| 10 dadurch gekennzeichnet , dass das Erkennungsmolekul 

immobilisiert ist. 

7. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekiil ein 

15 Nukleinsaurekonstrukt, ein Chelator, ein Lektin 

und/oder ein Antikorper ist. 

8. Erkennungsmolekul nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, dass es mit einem weiteren 
20 Molekul fusioniert oder komplexiert ist, welches den 

gerichteten Transport zum .Zielort, die Aufnahme in 
tmd/oder die Verteilung innerhalb der Zielzelle 
unterstutzt . 

25 9. Erkennungsmolekul nach Anspruch 7 oder 8, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Nukleinsaurekonstrukt 
ein Antisense-Oligonukleotid, ein DNAzym, eine 
Peptid-JSFukleinsaure, ein Ribozym und/oder eine siRNA 
ist. 



* • 
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Erkennungsmolekul nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet , dass das Ant i sens e- 
Oligonukleotid durch Phosphothioatbindungen und/oder 
andere chemische Modif ikationen verandert ist. 

Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Sequenzbereich der 
hTERT-mRNA, zu der das Erkennungsmolekul komplementar 
ist, aus der Gruppe umfassend 2183-2205, 2206-2225, 
2315-2334, 2317-2336, 2324-2346, , 2331-2350 und/oder 
2333-2352 ausgewahlt ist. 

Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend ein 
Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
gegebenenf alls in Kombination mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Trager. 

Kit umfassend ein Erkennungsmolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 11 und/oder eine pharmazeutische 
Zusammensetzung nach Anspruch 12. 

Array umfassend ein Erkennungsmolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 11 und/oder eine pharmazeutische 
Zusammensetzung nach Anspruch 12 . 

Verwendung eines Erkennungsmolekul s nach einem der 
Anspruche 1 bis 11, eines Kits nach Anspruch 13 
und/oder eines Arrays nach Anspruch 14 zur Diagnose, 
Prophylaxe , Therapie , Verlauf skontrolle und/oder 
Nachbehandlung von mit Zellwachstum, -dif f erenzierung 
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und/oder -teilung - im Zusammenhang stehenden 
Kxankheiten . 

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 

dadurch gekennzeichnet , dass die Krankheit ein Tumor 

ist. „ 

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Tumor ein solider 

Tumor oder eine Leukamie ist. 

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass der solide Tumor ein 
Tumor des Urogenitaltraktes und/oder des 
Gastrointestinaltraktes ist. 

Verwendung nach Anspruch 16 , 

dadurch gekennzeichnet, dass der Tumor ein 
Kolonkarzinom, ein Magenkarzinom, ein Pankreas- 
karzinom, , ein Dunndarmkrebs , ein Ovarialkarzinom, 
ein Zervikalkarzinom, ein Lungenkrebs, ein 
Nierenzellkarzinom, ein Hirntumor, ein Kopf- Hal stumor, 
ein Leberkarzinom und/oder eine Metastase dieser 
Tumor en ist. 

Verwendung nach Anspruch 16," 

dadurch gekennzeichnet, dass der solide Tumor ein 
Mamma-, Bronchial-, Kolorektal- und/oder Prostata- 
karzinom und/oder eine Metastase dieser Tumoren ist. 
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Verwendung nach Anspruch 18, 

dadurch gekennzeichnet , dass der Tumor des 
Urogenitaltraktes ein Harnblasenkarzinom und/oder eine 
Metastase dieser Tumoren ist. 

Verwendung nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Verlauf kontrolle eine 
Uberwachung der Wirksamkeit einer Antitumorbehandlung 
ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 22, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul in 

einer Kombinationstherapie verwendet wird. 

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Kombinationstherapie 
eine Chemotherapi-e, eine Zytostatikabehandlung und/ 
oder eine Strahlentherapie umfasst. 

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Kombinationstherapie 

eine adjuvante biologisch-spezif izierte Therapieform 

umfasst. 

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Therapieform eine 

Imnruntherapie ist. 

Verwendung nach einem Anspruche 23 bis 26, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Kombinationstherapie 

eine Gentherapie und/oder eine Therapie mit einem 
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Erkennungsmolekul desselben oder eines anderen 
Zielmolekuls umfasst. 

Verwendung nacti einem der An sp ruche 15 bis 24 zur 
Erhohung der Serisitivitat von Tumor ze lien gegenuber 
Zytostatika und/oder Strahlen. 

Verwendungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 11 
zur Hemmung der Vitalitat, der Prolif erationsrate von 
Zellen zur Induktion von Apoptose und/oder eines 
Zellzyklus -Arrests . 



Zusaxnmenf assung 



Die vorliegende Erfindung betrifft Erkennungsmolekule r die 
gegen ein Gen einer katalytischen Untereinheit der humanen 
Telbmerase gerichtet sind sowie die Verwendung dieser 
Erkennungsmolekule zur Diagnose, Prophylaxe, Verminderung, 
Verlauf skontrolle von mit Zellwachstum, -dif f erenzierung 
und/oder -teilung im Zusammenhang stehenden Kranklieiten, 
wie beispielsweise Tumorerkrankungen . 
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Abb. 1 

AS-ODN gegen lokale Sekundarstrukturen der hTERT - mRNA 

Dargestellt sind zwei gegenuberliegende ss-Strukturen (2201-14 
und 2328-36 nt) , gegen die jeweils vier AS-ODN gerichtet sind. 




Auswirkungen von zwei AS-ODN-Transf ektionen auf das 
Koloniebildungsverhalten von EJ28-Zellen 
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□4h s8h s12h Ej24h 




AStel2315 



AStel2317 



ASteI2331 



AStel2333 



AStel2206 



Abb. 4 

Relatives Expressionsniveau AS-ODN bebandelter EJ28-Zellen 
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